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A hepcidin egy nemrégiben felfedezett, defenzin típusú peptid, amely központi szerepet játszik a vasháztartás szabályozásában. 
A hepcidin csökkenti a vastranszportban szerepet játszó molekulák expresszióját, így gátolja a vas gastrointestinalis rendszerből való 
felszívódását, makrofágokból való felszabadulását, csökkentve ezzel a szérum vasszintjét. A hepcidin vasháztartásban betöltött sze-
repének tisztázása segíthet a gyulladásos és krónikus betegségekben bekövetkező anémia pontosabb megértésében. Munkánk kez-
detén a hepcidin kimutatására alkalmas, kereskedelmi forgalomban elérhető módszer nem állt rendelkezésre. Célunk volt egy, 
a vizelethepcidin kimutatására alkalmas módszer kidolgozása, valamint hogy ezen módszer segítségével vizsgáljuk a hepcidin jelen-
tőségét a perinatalis vasháztartásban. Munkánk során a natív, emberi hepcidin aminosav-szekvenciájának megfelelően állítottunk elő 
peptidszármazékokat, amelyek közül az 1-7 peptidszármazékról igazoltuk, hogy alkalmas lehet a natív hepcidin standard helyet-
tesítésére immunreakción alapuló módszerek fejlesztésekor. Kidolgoztunk egy, az emberi vizelethepcidin mennyiségi meghatáro-
zására alkalmas, lézerdeszorpciós tömegspektrometriás, szemikvantitatív módszert, amelyben az általunk szintetizált acetil-1-25 
peptidszármazékot mint hepcidinszerű belső standardot elsőként alkalmaztuk. Kidolgoztunk a vizelet tisztítására és a vizelethepcidin 
koncentrálására alkalmas, szilárd fázisú extrakción alapuló módszert. Az általunk kidolgozott módszerrel elsőként mértük egészsé-
ges újszülöttek vizelethepcidin-szintjét, valamint egy kereskedelmi forgalomban elérhető módszerrel a szérumprohepcidin-szintjét. 
Kimutattuk, hogy az érett újszülöttek korai adaptációja során a szérumprohepcidin-szint nem változik, a vizelethepcidin viszont 
szignifi kánsan nő. A szérumprohepcidin- és a vizelethepcidin-szintek egymással nem mutattak összefüggést. Kimutattuk, hogy az 
érett újszülöttek vasháztartásának korai adaptációja során a szérumprohepcidin-szintek kizárólag a vörösvérsejtek átlagos hemoglo-
binkoncentrációjával, míg a vizelethepcidin-szintek a szérumvasszinttel és teljes vaskötő kapacitással mutattak összefüggést. Kimu-
tattuk, hogy az érett újszülöttek vasháztartásának korai adaptációja során a köldökzsinórvér-mintákban az alacsonyabb 
szérumprohepcidin-szintek esetén szabad vas jelenléte igazolható. Összefoglalva: Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy a 
hepcidinnek valószínűleg szerepe van az újszülöttek korai, a vasháztartást érintő adaptációjában, azonban további vizsgálatok szük-
ségesek ahhoz, hogy ezt az összefüggést biztosan megállapíthassuk.
Kulcsszavak: hepcidin, hepcidinszint, vas, perinatalis vasháztartás
Role of iron metabolism-regulator hepcidin in perinatal iron homeostasis
Hepcidin is a recently recognized defensin-like peptide, which is considered to be the central regulator of iron metabolism. Hepcidin 
decreases the expression of iron transporting molecules. Hepcidin reduces gastrointestinal iron absorption, iron release from the 
macrophages, and hence it decreases serum iron levels. Clarifi cation of hepcidin role in iron homeostasis could provide an explanation 
to anemia of infl ammation and chronic diseases. At start of our work there was no commercially available method for measuring 
urine hepcidin levels. The aim of our study was to develop an easily achievable, reliable quantifi cation method for the determination 
of urine hepcidin levels in human, in addition to examine a possible association of hepcidin with neonatal iron homeostasis. 
According to the sequence of native, human hepcidin we have synthesized peptide derivatives from which 1-7 peptide derivatives 
might be suitable representatives of the 25-amino-acid form of hepcidin in immune adsorption method. We presented a novel laser-
desorption mass spectrometry based semi-quantitative, reproducible method for measuring hepcidin concentration in human urine 
fi rst using the synthesized peptide derivative acetyl-1-25 peptide as hepcidin related internal standard. We described an easy and 
quickly achievable solid-phase extraction method which is suitable for purifi cation of urine and concentration of hepcidin. In our 
study we have fi rst measured serum prohepcidin and urine hepcidin in healthy human newborns. Serum prohepcidin levels showed 
no signifi cant changes, however, urine hepcidin levels increased signifi cantly during the fi rst postnatal days. Serum prohepcidin and 
urine hepcidin levels showed no signifi cant association in healthy human newborns. Associations have been demonstrated between 
cord blood prohepcidin values and mean corpuscular hemoglobin concentration as well as between urine hepcidin levels and serum 
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iron and total iron binding capacity values. We have demonstrated that neonates with detectable non-protein-bound iron levels in 
cord blood were presented with lower prohepcidin concentrations. In summary, our results suggest a possible link between hepcidin 
and early iron adaptation of newborn’s, however, further investigations should be done to elucidate this issue.
Keywords: hepcidin, hepcidin level, iron, perinatal iron-regulatory system
(Beérkezett: 2009. november 8.; elfogadva: 2009. november 23.)
Rövidítések
α-7 és α-13 = nyúl-antihumánhepcidin-IgG, affi nitástisztított; Acp = 
aminokapronsav; CRP = C-reaktív protein; ELISA = (enzyme linked 
immunosorbent assay) enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgálat; 
ESI-MS = (electrospray ionization mass spectrometry) elektrospray-
ionizációs tömegspektrometria; Fmoc = 9-fl uorenil-metiloxi-karbonil; 
(Gly)5 = pentaglicin „spacer”; HPLC = (high performance liquid 
chromatography) nagy teljesítményű folyadékkromatográfi a; MALDI-
MS = (matrix-assisted laser desorption ionization – mass spectrometry) 
mátrixasszisztált lézerdeszorpció-ionizáció – tömegspektrométer; 
MCH = (mean corpuscular hemoglobin) vörösvérsejtek átlagos 
 hemoglobintartalma; MCHC = (mean corpuscular hemoglobin 
concentration) vörösvérsejtek átlagos hemoglobinkoncentrációja; 
MCV = (mean corpuscular volume) vörösvérsejtek átlagos térfogata; 
NPBI = (non-protein bound iron) fehérjéhez nem kötődő vas; RP-
HPLC = (reversed phase high performance liquid chromatography) 
fordított fázisú, nagy teljesítményű folyadékkromatográfi a; SELDI-
TOF-MS = (surface-enhanced laser desorption ionization – mass 
spectrometry) felületsegített lézerdeszorpció – tömegspektrometria; 
SPE = szilárd fázisú extrakció; tBu = terc-butil; TFA = trifl uorecetsav; 
TOF = (time of fl ight analysis) repülésiidő-analízis
A vas nélkülözhetetlen minden élő szervezet számára, 
azonban potenciális veszélyforrás is, mivel elősegítheti a 
szabad gyökök képződését. Annak érdekében, hogy ezt a 
veszélyt elkerülje, a szervezet számos molekula segít-
ségével szigorúan szabályozza a vas forgalmát. Ezen mo-
lekulák egy részének (ferritin, transzferrin, transz fer rin-
receptor-1) vasháztartásban betöltött szerepe pontosan 
ismert, a szabályozás azonban több ponton tisztázatlan. 
Az elmúlt évtized felfedezései során számos olyan új mo-
lekulát azonosítottak, amelynek jelentős szerepe van a 
vasháztartásban. Ezek közé tartozik a hepcidin is.
A hepcidin egy 2000-ben felfedezett, defenzin típusú 
peptid, amelyről szinte véletlenül derült ki, hogy köz-
ponti szerepet játszik a gerinces élőlények vasháztartá-
sának szabályozásában, új dimenziót nyitva ezzel a kü-
lönböző, vasháztartással összefüggő betegségek patofi -
 zio lógiájának megértése felé [1, 2]. Az azóta eltelt idő 
alatt kiderült, hogy a hepcidin csökkenti a vastransz-
portban szerepet játszó molekulák, elsősorban az eddig 
ismert egyet len vasexporter fehérje, a ferroportin ex-
presszióját [3]. A hepcidin így gátolja a vas gastro-
intestinalis rendszerből való felszívódását, makrofágokból 
való felszabadulását, csökkentve a szérum vasszintjét. 
A hepcidin elsősorban a májban termelődik prohepcidin 
formájában [4]. Klinikai vizsgálatokkal igazolták, hogy a 
gyulladás és a vastúl terhelés növeli, míg a hypoxia és az 
anémia csökkenti a hepcidintermelést [5, 6]. A hepcidin 
szérumból és vizeletből is kimutatható, de az eddigi 
eredményekben a vizelethepcidin-szint szorosabb össze-
függést mutatott a klinikai képpel, mint a szérumhepci-
dinszint [7]. Ennek hátterében a hepcidin viszonylag 
rövid plazma-féléletideje áll, ami miatt a plazmahepci-
dinszint rövid távon jelen tősen ingadozhat. Németh és 
munkatársainak ered ményei azt mutatják, hogy a vize-
let hepcidinszintje haemocromatosisos és gyulladá sos 
anémiában szenvedő betegekben nagyságrendekkel 
emelkedik az egészségesekéhez képest. A kezelt haemo-
cromatosisban szenvedő betegek vizelethepcidin-szintje 
minimálisan emelkedett az egészségesekéhez képest. 
A legmagasabb értékeket vastúlterhelt betegeknél mér-
ték. Akut gyulladás során a vizelet hepcidinszintje szin-
tén szignifi kánsan nő. A vasháztartás paraméterei közül 
ezekben a vizsgálatokban csak a szérumferritinszint mu-
tatott összefüggést a vizelet hepcidinszintjével [8].
A hepcidin vasháztartásban betöltött szerepének tisz-
tázása segíthet a gyulladásos és krónikus betegségek-
ben bekövetkező anémia jobb megértésében, emellett 
új diagnosztikus és terápiás célpontokat teremthet a 
vasanyagcsere-zavarokban, így haemocromatosisban és 
gyulladásos anémiában.
A vasháztartás gyors változásai 
a születés után
Felnőtteknél, illetve idősebb gyermekeknél a vasanyag-
csere már elég jól ismert, és ilyenkor drasztikus változá-
sok csak ritkán, kóros esetekben fordulnak elő. A kisded-
kortól az adolescens korig a vasháztartást elsősorban a 
növekedés és a fejlődés miatt jelentősen megnöveke-
dett vasigény és -felszívódás jellemzi. Ezzel ellentétben a 
korai perinatalis időszakban hirtelen nagy vasszintesés 
következik be, aminek az oka egyelőre ismeretlen. Ezért 
különösen érdekes lehet ebben az időszakban a vas szint-
csökkentő hepcidin vizsgálata.
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A születés után gyors dinamikájú, szélsőséges, a vas-
háztartás-változás mellett az antioxidáns rendszert érin-
tő változások is zajlanak [9]. Erről azonban jelenleg igen 
kevés adat áll rendelkezésre. Vahlquist és munkatársai 
már 1941-ben leírták, hogy a születés pillanatában, a 
köldökzsinórvérben mérhető szérumvasszint magasabb 
a felnőttkori értékekhez képest, és később hirtelen, szél-
sőségesen mély szintre csökken közvetlenül a születés 
után (olyan alacsony szintre, amely szintén nem tapasz-
talható a későbbi élet során) [10]. Ezzel egyidejűleg a 
szérumtranszferrinszint nem változik, ami a transzferrin 
szabadvas-kötő kapacitásának jelentős emelkedését ered-
ményezi. Ezt néhány évvel később Sturgeon és munka-
csoportja is megerősítette [11].
Kutatócsoportunk egyik korábbi munkájában a 48. 
életórában vett vérmintákban extrém alacsony szérum-
vasszinteket észlelt a köldökzsinórvérhez képest [12]. 
A jelenség magyarázata egyelőre pontosan nem ismert. 
Ugyanebben a vizsgálatban az újszülöttek negyedénél 
megszületéskor toxikus szabad vas jelent meg a szérum-
ban, illetve az antioxidánskapacitás hirtelen megnőtt. Ez 
a megfi gyelés hasonló Lindemann és munkatársai ered-
ményeihez, amely szerint a megszületéskor gyakran de-
tektálható szabad vas a 3. életnapra eltűnik a keringésből 
[13, 14]. Ezzel egyidejűleg a szérumtranszferrinszint 
nem változott, ami a transzferrin szabadvas-kötő kapaci-
tásának jelentős emelkedését eredményezte. A jelenség 
átmeneti: pár nap elteltével a szérumvasszint normali-
zálódik és lényegében nem változik az élet első 3 hónap-
ja során. 
Arra vonatkozóan, hogy a korai perinatalis időszakban 
a gyors vasszintcsökkenés és az antioxidánskapacitás 
gyors növekedésének hátterében pontosan mi áll, illetve 
hogy a nemrégiben felfedezett, a vasháztartásban szere-
pet játszó molekuláknak, például a hepcidinnek lehet-e 
szerepe ezekben a változásokban, illetve a vasraktárakból 
késő vasfelszabadulásnak, egyelőre nem áll adat rendel-
kezésre. 
Célkitűzések
Munkánk kezdetén a hepcidin kimutatására alkalmas, ke-
reskedelmi forgalomban elérhető módszer nem állt ren-
delkezésre. Elsődleges célunk az volt, hogy a hepcidin 
kimutatására alkalmas, könnyen kivitelezhető módszert 
dolgozzunk ki, valamint hogy ezen módszer segítségével 
vizsgáljuk a hepcidin jelentőségét a perinatalis vasház-
tartásban. Munkánk során egy, a vizelethepcidin-szint 
rutinszerű mérésére alkalmas, reprodukálható módszert 
kívántunk kifejleszteni. Ezzel kívántunk adatokat gyűj-
teni egészséges újszülöttek korai postnatalis adaptációja 
során a vizelethepcidin és előanyagának, a prohepcidin 
szérumszintjének a változásairól.
Elsődleges célunk volt molekulárisan jól jellemzett, 
egyszerűsített szerkezetű hepcidinszármazékok előállí-
tása, amelyekre standardként van szükség a vizelet hep-
cidin-szint mérésére alkalmas módszerek kidolgozá-
sához. Ennek során az alábbi kérdéseket kellett meg-
 oldani: 
–  25 aminosavas lineáris, redukált hepcidinszármazék 
szintézise;
–  biotinnal módosított hepcidinszármazékok szintézise 
immunabszorpciós módszerek fejlesztéséhez;
–  a tömegspektrometriás mérésekhez belső standard 
szintézise: acetilcsoporttal módosított, lineáris, redu-
kált 25 aminosavas hepcidinszármazék szintézise.
Ezt követően terveztük a vizelethepcidin kimutatására 
és szintjének mérésére alkalmas módszer kidolgozását:
–  immunalapú módszerekkel: ennek során a kereskedel-
mi forgalomban elérhető hepcidinellenes antitestek, 
valamint a szintetizálni kívánt standard hepcidin-
származékok használatával, ELISA, dot blot, illetve 
Western-blot technikák alkalmazásával a vizelet hep-
cidin-szint mérésére alkalmas eljárás kidolgozása;
–  tömegspektrométeres módszerrel: a szintetizált standard 
hepcidinszármazék használatával, MALDI-TOF tech-
nika alkalmazásával a vizelethepcidin-szint mérésére 
alkalmas eljárás kidolgozása.
Egészséges, érett újszülöttek vizelethepcidin- és a 
szérumprohepcidin-szint vizsgálata megszületéskor, 
majd a születést követő első 48 órában. Ennek során a 
következő kérdésekre kerestünk választ:
–  Változik-e a vizelethepcidin-, illetve a szérum prohep-
cidin-szint érett, egészséges újszülöttekben a születés 
utáni 48 órában a köldökzsinórvérhez képest?
–  Összefügg-e a vizelethepcidin-, illetve a szérum pro-
hepcidin-szint érett, egészséges újszülötteknél a szüle-
tés utáni 48 órában bekövetkező vasszintváltozással?
–  Összefügg-e a vizelethepcidin, illetve a szérum pro-
hepcidin-szint érett, egészséges újszülötteknél a szüle-
tés utáni 48 órában bekövetkező antioxidánskapacitás-
változással?
–  Mutat-e összefüggést a vizelethepcidin-, illetve a szé-
rumprohepcidin-szint érett, egészséges újszülötteknél 
a vörösvérsejtképzésre jellemző paraméterekkel?
Módszerek és vizsgálati csoportok
Hepcidin és hepcidinszármazékok szintézise
és kémiai jellemzése
Munkánk során a natív hepcidin szekvenciájának [1, 2] 
megfelelően különböző aminosav-tagszámú, nyílt láncú 
peptidszármazékokat állítottunk elő: hepcidin-25 (1-
25), C-terminális szegmens (13-25), N-terminális szeg-
mens (1-7), valamint az N-terminális szegmens 5 gli-
cinnel hosszabbított változata [(Gly)5-1-7]. Előállítottuk 
továbbá a fent említett nyílt láncú származékok N-termi-
nálison módosított változatait: az 1-25 peptid acetilezett 
származékát (Ac1-25), a (Gly)5-1-7 peptid biotinnal 
módosított származékát [biotin-(Gly)5-1-7], valamint az 
1-25, 1-7 és 13-25 peptidek biotinil-Acp-vel módosított 
származékait: biotin-Acp-25, biotin-Acp-13-25, biotin-
Acp-1-7. 
3.indd   85 2010.01.05.   9:44:36
EREDETI  KÖZLEMÉNYEK
2010  ■  151. évfolyam, 3. szám ORVOSI HETILAP86
A peptidek szintézise az Fmoc/tBu szilárd fázisú mód-
szerrel történt [15, 16]. A szilárd hordozóról hasított 
peptidek és módosított származékok tisztítását, valamint 
a homogenitásuk ellenőrzését félpreparatív, fordított fá-
zisú nagy nyomású folyadékkromatográfi ával (RP-
HPLC) végeztük. A peptidek és származékok kémiai 
jellemzése és elsődleges szerkezetének bizonyítása 
tömegspektrometriával (ESI-MS, MALDI-TOF), vala-
mint aminosav-analízissel történt. Az előállított peptidek 
szekvenciáját és jelöléseit az 1. táblázat mutatja.
A hepcidin és származékainak funkcionális 
jellemzése immunmódszerekkel
A dot blot és a direkt, valamint a kompetitív ELISA vizs-
gálatokat a kereskedelmi forgalomban kapható antites-
tekkel és oxidált standard hepcidinmolekulával, továbbá 
az általunk szintetizált peptidszármazékokkal végeztük. 
A kereskedelmi forgalomban két nyúl-antihumánhep-
cidin-IgG-antitest volt elérhető munkánk kezdetén (α-7, 
α-13). Az α-7 jelű antitest a 25 aminosavas hepcidin 
N-terminálison lévő 7, míg az α-13 jelű a C-terminálison 
lévő 13 aminosavat ismeri fel (Alpha Diagnostic Inc.).
Hepcidin kvantitatív kimutatása vizeletből
A vizelet szilárd fázisú extrakciója
A vizeletminták szilárd fázisú extrakcióját egyrészt a 
nemzetközi irodalomban már leírt módszerekkel (Mac-
roprep gyanta [2, 17], NP20 Proteinchip [18, 19]), va-
lamint többféle, gyors elválasztásra alkalmas SUPELCO 
típusú töltet segítségével végeztük. Teszteltük a Mac -
roprep CM gyanta, valamint a tömegspektrometriás 
módszerek (elsősorban SELDI-TOF) során alkalmazott 
NP20 proteinchip alkalmasságát a vizelet tisztítására és a 
vizelethepcidin koncentrálására. Ezek mellett teszteltünk 
7, gyors elválasztásra alkalmas SUPELCO típusú töltetet 
is (DSC-8, DSC-Ph, DSC-CN, DSC-18Lt, DSC-SAX, 
DSC-WCX és NH2).
A vizelethepcidin-szint mérése
MALDI-TOF tömegspektrometriás módszerrel
A MALDI-TOF tömegspektrometriás méréseket Bruker 
BIFLEX III típusú tömegspektrometriás készülékkel vé-
geztük. 
Egészséges újszülöttek
A vizsgálatba olyan egészséges, időre született újszülöt-
teket vontunk be, akiknél a születést követő 72 órában 
betegség gyanúja miatt vérvételre volt szükség, azonban 
a laboratóriumi vizsgálatok eredményei nem igazolták 
patológiás állapot fennállását. A vizsgálatba végül 20 
egészséges, érett újszülöttet vontunk be. Az újszülöttek-
től köldökzsinórvér-mintát, majd betegségre való gyanú 
esetén az első 72 óra során perifériás vérmintát vettünk. 
Ezekkel egy időben vizeletminták gyűjtésére is sor ke-
rült.
A Mann–Whitney-féle U-teszttel hasonlítottuk össze a 
megszületéskor és a postnatalisan vett mintákban mért 
értékeket. Lineáris regresszióval, illetve logisztikus reg-
resszióval határoztuk meg az erythropoesis/vasháztar-
tás és a szérumprohepcidin-, valamint vizelethepcidin-
szintek közötti összefüggéseket.
Eredmények és megbeszélésük
Hepcidin és hepcidinszármazékok szintézise
és kémiai jellemzése
A biotinnal módosított peptidszármazékokat antitest-
antigén alapú, míg az acetilcsoporttal módosított pep-
tidszármazékot tömegspektrometriás alapú, vize let-
hepcidin mennyiségi meghatározására alkalmas módszer 
kidolgozására állítottuk elő. A szintetizált pep tid szár-
mazékok homogenitását RP-HPLC-vel ellenőriztük, 
a peptidek tisztasága a kromatogramok alapján 95% 
volt. Aminosav-analízissel bizonyítottuk a peptidek ami-
nosav-összetételét. A számított és tömegspektrométer-
rel mért tömegadatok hibahatáron belüli egyezésével 
bizonyítottuk, hogy a kívánt peptideket állítottuk elő. 
A peptidek vízben jól oldódnak, oldhatóságuk a biológi-
ai vizsgálatokhoz megfelelő koncentrációjú törzsoldatok 
(1–5 mg/ml) előállítását lehetővé tette. Peptid szár ma-
zékaink szabad ciszteint tartalmaznak, ezért ellenőriztük 
és igazoltuk a peptidek stabilitását szilárd, liofi lizált álla-
potban, illetve 0,1% TFA-t tartalmazó vizes oldatban 
4 ºC-on történő tárolást követően. A liofi lizátumok ese-
tében ~5-6%, az oldatok esetében ~15% dimerizáció volt 
megfi gyelhető 1 év alatt.
1. táblázat Az előállított peptidek szekvenciája. [A betűk az aminosavak 
egybetűs kódjai (IUPAC-nómenklatúra, www.iupac.org), a szá-
mok az egyes aminosavak pozícióját jelzik a natív 25 aminosavat 
tartalmazó hepcidin aminosavsorrendje alapján]
A peptid jelölése és/
vagy neve
A peptid szekvenciája
Hepcidin-25 
(1-25)
1DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT25
N-terminális-
szegmens (1-7)
1DTHFPIC7
C-terminális-
szegmens (13-25)
13CCHRSKCGMCCKT25
(Gly)5-1-7 (Gly)5-
1DTHFPIC7
Biotin-(Gly)5-1-7 Biotin-(Gly)5-
1DTHFPIC7
Ac-1-25 Ac-1DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT25
Biotin-Acp-25 Biotin-Acp-
1DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT25
Biotin-Acp-13-25 Biotin-Acp-13CCHRSKCGMCCKT25
Biotin-Acp-1-7 Biotin-Acp-1DTHFPIC7
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A hepcidin és származékainak funkcionális 
jellemzése immunmódszerekkel
Dot blot kísérleteinket egy későbbi vizelethepcidin-szint 
mennyiségi meghatározására alkalmas módszer kidolgo-
zásának a reményében végeztük. Ezek során az általunk 
szintetizált 1-25, 13-25 és 1-7 peptidszármazékokat, az 
antitesteket gyártó cég standardját, valamint egészséges 
felnőttek vizeletmintáit vizsgáltuk. Az eredmények alap-
ján megállapítottuk, hogy az általunk szintetizált 1-25, 
13-25 és 1-7 peptidszármazékok reagálnak a keres-
kedelmi forgalomban elérhető antitestekkel, az 1-25 
peptidszármazék mindkét antitesttel. Az általunk szin-
tetizált 1-25 peptidszármazék megegyező intenzitású 
foltokat adott az ugyanakkora koncentrációjú, kereske-
delmi forgalomban elérhető standard peptiddel. Ered-
ményeink alapján feltételeztük, hogy az általunk alkal-
mazott dot blot körülmények között, valamint az 
általunk használt antitestekkel és standardokkal nem 
 tudunk megfelelően alacsony koncentrációtartományt 
elérni, amely szükséges lenne egy, a vizelethepcidin 
mennyiségi meghatározására alkalmas módszer kidolgo-
zásához, ezért kísérleteink során a foltok intenzitását 
nem objektivizáltuk.
ELISA-kísérleteinket is egy későbbi vizelethepci din-
szint mennyiségi meghatározására alkalmas módszer 
 kidolgozásának a reményében végeztük. A direkt ELISA-
kísérleteket az N-terminálison biotincsoporttal módo -
sított peptidszármazékokkal végeztük [biotin-Acp-1-25, 
biotin-Acp-13-25, biotin-Acp-1-7 és biotin-(Gly)5-1-7]. 
A mérések alapján megállapítottuk, hogy az N-termi-
nálison módosított peptidszármazékokat felismerik a 
 kereskedelmi forgalomban elérhető antitestek, a bio -
tin-Acp-1-25 peptidet mindkét antitest felismeri. A kom-
petitív ELISA-eredmények alapján az 1-7 és biotin-
Acp-1-7, valamint a (Gly)5-1-7 és biotin-(Gly)5-1-7 
peptidpár esetében az α-7 antitesttel mind az antitest-
peptid reakció, mind a kompetíció megfelelően műkö-
dik (1. ábra), amely 12,5 ng/μl-es biotinnal jelölt 
peptidkoncentráció esetében a legjobb. A 13-25 és 
biotin-Acp-13-25 peptidpár esetében az α-13, valamint 
az 1-25 és biotin-Acp-1-25 peptidpár esetében az α-7 és 
az α-13 antitesttel nem sikerült megfelelő kompetíciót 
elérni, annak ellenére, hogy az antigén-antitest kapcsolat 
kialakult. Ezt az ELISA-körülmények között kialakuló 
dimerek, esetleg oligomerek magyarázhatják.
Az általunk szintetizált peptidszármazékok egy vagy 
több ciszteint tartalmaznak. A ciszteinek között intra-
molekuláris és intermolekuláris diszulfi dhidak alakulhat-
nak ki. Az antitestalapú módszerek eredményeit befolyá-
solhatják a diszulfi dhíd-képződések, ezért vizsgáltuk az 
általunk szintetizált peptidszármazékoknál az általunk 
használt ELISA-körülmény között a diszulfi dhidak kép-
ződését. Két módszerrel igazoltuk, hogy az általunk 
szintetizált rövid peptidszármazékok [1-7, biotin-
Acp-1-7, (Gly)5-1-7 és biotin-(Gly)5-1-7] nem képeznek 
dimereket. A hosszabb peptidszármazékok (1-25, biotin-
Acp-1-25, 13-25 és biotin-Acp-13-25) esetében intra-
molekuláris diszulfi dhíd és dimerek képződését is detek-
táltuk.
A hepcidinszármazékok szintézisének 
és jellemzésének összegzése
A natív hepcidin szintézise vagy izolálása összetett és 
technikailag nagy kihívást jelentő folyamat. Egy általáno-
san használható, akár a klinikai gyakorlatban, széles kör-
ben is elérhető vizelethepcidin-szint mennyiségi megha-
tározására alkalmas módszer kidolgozását nehezíti, hogy 
nincsen általánosan elérhető standard molekula. Az álta-
lunk szintetizált peptidszármazékok közül az egyszerűsí-
tett változatok [1-7 peptid, (Gly)5-1-7-származék] rea-
gálnak a kereskedelmi forgalomban kapható antitestekkel, 
illetve a peptidpárokkal megfelelő kompetíciós reakció 
létrehozható. Ezek az egyszerűsített származékok akár 
helyettesíthetik a standardként használt 25 aminosavas 
vagy esetleg a natív formákat immunabszorpciós mód-
szerek kidolgozása, fejlesztése során, hiszen ezeknek az 
előállítása lényegesen egyszerűbb és olcsóbb.
Hepcidin kvantitatív kimutatása vizeletből 
MALDI-TOF módszerrel
A vizelet szilárd fázisú extrakciója
Az irodalmi adatok alapján a vizelet hepcidinkoncent-
rációja többnyire alacsony, az alkalmazott módszerek 
kimu tathatósági határához közelít, illetve a vizeletben 
több, a hepcidinnél nagyobb koncentrációban előfor-
duló egyéb anyag és ion zavarhatja a kvantitatív méré-
seket. A vizelet direkt, tisztítás nélküli mérése MAL DI-
TOF módszerrel nem alkalmas a vizelethepcidin kvan -
 titatív meghatározására. A vizeletminták direkt mérése 
eredményeink alapján nem volt megfelelően reprodukál-
ható.
Teszteltük az irodalomban korábban közölt, a vizelet 
tisztítására és koncentrálására alkalmas módszereket 
(Macroprep [2, 17], NP20 Proteinchip [18, 19]). 
1. ábra A biotin-Acp-1-7 és az 1-7 peptidek kompetitív ELISA-reak-
ciója. Jelölt peptidkoncentráció: 12,5 ng/μl
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2. ábra Az 1-25 és Ac-1-25 peptidek MALDI-spektrumán mért inten-
zitás aránya a koncentrációarányok függvényében
3. ábra Egészséges önkéntes vizelethepcidin-koncentrációjának meghatározása különböző koncentrációjú belső standard peptid segítségével (a: 0,6; b: 3; 
c: 6; d: 18 mg/L)
reprodukálható. Az NP20 proteinchipet SELDI-TOF- 
alapú, szemikvantitatív módszerek során használták  ko-
rábban vizelet tisztítására [18, 19]. Előkísérleteink alap-
ján a MALDI-TOF-mérések során hepcidin meghatá-
 rozásához az NP20 proteinchip nem alkalmas a vizelet 
tisztítására. A fenti megállapítások miatt más, szilárdfázis-
extrakcióra alkalmas módszert teszteltünk.
A könnyen kivitelezhető, jól reprodukálható, vizelet 
tisztítására és a hepcidin koncentrálására alkalmas eszköz 
megtalálása érdekében több szilárd fázisú extrakcióra 
(SPE) alkalmas töltetet próbáltunk ki. A hepcidin kémiai 
tulajdonságainak megfelelően 7 SPE töltetet választot-
tunk és próbáltunk ki MALDI-TOF-körülmények kö-
zött. Az eredményeink azt mutatták, hogy ezek alkalma-
sak a vizelet tisztítására és a hepcidin koncentrálására, 
valamint jól reprodukálhatók. A DSC-C8 típusú töltetet 
az abszolút és a relatív intenzitások alapján választottuk a 
további mérések elvégzéséhez. 
A vizelethepcidin-szint mérése
MALDI-TOF tömegspektrometriás módszerrel
A MALDI-TOF módszer során az általunk szintetizált 
Ac-1-25 hepcidinszármazékot hepcidinszerű belső stan-
Macroprep gyantát a vizelethepcidin kimutatására és mé-
résére kidolgozott HPLC, illetve dot blot módszerek 
során használtak. A kationcserélő gyanta alkalmas a vize-
let tisztítására és a hepcidin koncentrálására, azonban az 
előkészítési folyamat rendkívül időigényes és nehezen 
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dardként használtuk. Az 1-25 (25 aminosavas, redukált 
hepcidinszármazék) és Ac-1-25 peptidszármazékok mát-
rixszal jól kristályosodtak és jól ionizálódtak a MALDI-
TOF-mérések során. A mért molekulatömeg 2797,0 
és 2839,9 Da volt az 1-25, illetve az Ac-1-25 peptid-
származékok esetében, emiatt a két származék a MALDI-
spektrumokban teljesen elkülönülő csúcsokat adott. 
A két származék azonban nem teljesen azonos mérték-
ben ionizálódott, ezért összehasonlítottuk azok ionizá-
ciós kapacitásukat. Az említett peptidszármazékokat kü-
lönböző koncentrációarányokban elegyítettük, majd ezt 
követően egyenként vettük fel a MALDI-spektrumot. 
A peptidek koncentrációjának (cHep/cAcHep) és csúcsaik 
intenzitásának arányát (IHep/IAcHep) a 2. ábra mutatja. 
Az egyenes jól illeszkedik a mért pontokra (R2 = 0,9954). 
Az IHep/IAcHep hányados egyenesen arányos a cHep/cAcHep 
hányadossal. (A peptidek tisztasága és peptidtartalma 
nem különbözött hibahatáron belül egymástól.) Az 
egyenes meredeksége 1,31-nak adódott. Ezen eredmé-
nyek alapján az 1-25 peptid némileg jobban ionizáló-
dik MALDI-TOF-körülmények között, mint az Ac-1-25 
peptid, illetve a peptidek közötti ionizációs hatékonyság-
beli különbség 0,2-2,5 koncentrációarányú (cHep/cAcHep) 
tartományon belül nem változott szignifi kánsan.
Vizsgáltuk azt is, hogy az ugyanolyan arányban elegyí-
tett peptidek intenzitásaránya változik-e a különböző ab-
szolút koncentrációk függvényében. A két peptidet 1:1 
arányban, de különböző koncentrációban elegyítettük, 
majd az elegyekről MALDI-TOF-spektrumot készítet-
tünk. A peptidek mért intenzitásaránya (IHep/IAcHep) nem 
különbözött szignifi kánsan a kalibrációs egyenes függ-
vényéből számolt (y = 1,3132) intenzitásaránytól (átlag: 
1,412; SD: 0,123; p = 0,147). Vizsgáltuk továbbá a
belső standard peptid koncentrációjának a számított 
vizelet hepcidin-koncentrációra gyakorolt hatását. 
Egészséges önkéntes vizeletmintáját hat különböző 
koncentrációjú belső standard oldattal elegyítettük, majd 
a tisztítást követően készítettük a MALDI-TOF-spektru-
mokat (ezek közül négy spektrumot a 3. ábra mutat). 
A vizelethepcidin-koncentrációt a korábban megállapí-
tott kalibrációs függvény segítségével számoltuk ki. 
Ezekből megállapítottuk, hogy a vizeletmintához adott 
belső standard peptid koncentrációjának minimális hatá-
sa van a számított vizelethepcidin-koncentrációra, ezért 
az újszülöttek vizeletmintájának hepcidinkoncentrációját 
két ponton határoztuk meg.
A vizelethepcidin-szint szemikvantitatív
mérésének összegzése
Kidolgoztunk a vizelet tisztítására és a vizelethepcidin 
koncentrálására alkalmas, a korábban ismert módszerek-
hez képest könnyen és gyorsan kivitelezhető, szilárd fá-
zisú extrakción alapuló módszert, valamint elsőként dol-
goztunk ki és írtunk le egy vizelethepcidin-koncentráció 
meghatározására alkalmas MALDI-TOF-alapú szemi-
kvantitatív módszert, hepcidinszerű belső standard pep-
tidszármazék segítségével. Ez az új módszer alternatívája 
lehet a korábban már leírt SELDI-TOF-alapú módsze-
reknek.
Egészséges újszülöttek
Vizsgálatunkban az egészséges újszülöttek vérképzést és 
vasháztartást jellemző szérum laboratóriumi paraméterei 
megfelelnek az irodalomban leírt korspecifi kus értékek-
nek. Postnatalisan a vörösvérsejtképzést és a vasház-
tartást jellemző laboratóriumi paraméterek is az iroda-
lomban eddig közöltekhez hasonló változásokat mutat -
ták [10, 12, 20]. A vörösvértestszám, a hemoglobin, 
a hematokrit, a vörösvértestek átlagos hemoglobinkon-
centrációja (mean corpuscular hemoglobin concentration 
– MCHC) és a ferritinszintek szignifi kánsan magasab-
bak, míg a vas- és a transzferrinszintek szignifi kánsan ala-
csonyabbak voltak a postnatalis szérummintákban, mint 
a köldökzsinórmintákban. 
Prohepcidin
Méréseink során minden újszülött szérummintájában, 
mind a köldökzsinór, mind a postnatalis perifériás min-
tákban kimutattunk prohepcidint. Több újszülött ese-
tében megfi gyeltünk szérumprohepcidinszint-emelke-
dést a vizsgált időszak alatt, ami jelzi, hogy az újszülöttek 
is termelnek prohepcidint (állatkísérletes adatok szerint 
a magzat is képes hepcidin termelésére). Szignifi káns
különbséget azonban nem találtunk a két csoport között 
[medián, tartomány; köldökzsinórvér: 93,92 (51,81–
150,93); postnatalis minta 107,15 (0,32–245,44 ng/
ml)], annak ellenére, hogy az újszülöttek nagyobbik ré-
szében (13/20) a szérumprohepcidin-szintek postna-
talisan növekedtek (4. ábra). A köldökzsinórvérben ki-
mutatott szérumprohepcidin eredete azonban egyelőre 
kérdéses, nem tudhatjuk biztosan, hogy magzati vagy 
anyai eredetű, amely átjutott a placentán. A szérum pro-
4. ábra A szérumprohepcidin-szint megszületéskor és a korai postnatalis 
időszakban. Postnatalis mintavétel ideje (óra; medián; tarto-
mány): 39; 18-114
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6. ábra A szérumprohepcidin-szint és az MCHC közötti összefüggés 
köldökzsinórvérben
5. ábra A szérumprohepcidin-szint és az MCHC közötti összefüggés 
köldökzsinórvérben
hepcidin-szintek nem mutattak összefüggést a vérkép-
zést és a vasháztartást jellemző paraméterekkel, kivéve 
az MCHC-t (5. ábra), amely a köldök zsinórvér-min-
tákban mutatott összefüggést a szérumprohepcidinnel 
(r = 0,56, p = 0,013). 
A korábbi tanulmányok szerint a prohepcidin felnőt-
tekben sem mutat összefüggést a vasháztartással, bár 
herediter haemocromatosisos betegekben szignifi kánsan 
alacsonyabb a szérumprohepcidin-szint az egészséges 
felnőttekhez képest [21, 22]. Az általunk kimutatott ösz-
szefüggés a szérumprohepcidin és az MCHC között ki-
zárólag a köldökzsinórvér-mintákra áll fenn. Ez az ered-
mény azért lehet fontos, mert az általában használt 
paraméterek nem tükrözik megfelelően a magzati vas-
raktárakat. Néhány paraméter a gesztációs kortól [mint a 
vörösvértestek átlagos térfogata (MCV) és a vörösvér-
testek átlagos hemoglobintartalma (MCH)] függ, míg 
más paramétereket (szérumvas, -ferritin, -hemoglobin, 
-hema tokrit) a fi ziológiás stressz és a köldökzsinór leszo-
rításának az ideje is befolyásol. Az oxidatív stressz okozta 
hemolízisnek szintén hatása van az MCV-re az első élet-
napon. Az MCHC független ezektől a faktoroktól és 
akár megfelelően mutathatja a magzat utolsó trimeszte-
rének vasellátottságát, mint ahogy ezt korábban Nicolas 
és munkatársai is felvetették [23]. A prohepcidin és az 
MCHC közötti összefüggés felveti, hogy a prohepcidin 
a magzat vasellátottságát jelezheti és talán szerepe is le-
het abban.
A fehérjéhez nem kötött vas (non-protein bound iron 
– NPBI) a köldökzsinórvér és a postnatalis minták mint-
egy harmadában volt kimutatható. A köldökzsinór vér-
mintákban szignifi kánsan alacsonyabb volt azon újszü-
löttek (n = 6) szérumprohepcidin-szintje, akiknél kimu-
 tatható NPBI volt a szérumban, mint akiknél nem 
(64,51; 81–121,81 vs. 101,14; 54,43–150,93 ng/ml, 
p = 0,047). Az NPBI nem mutat összefüggést a vasszin-
tekkel, elképzelhető azonban, hogy a prohepcidin össze-
függ az antioxidáns védekezőképességgel.
Hepcidin
Az általunk kidolgozott vizelethepcidin-szint mennyi-
ségi meghatározására alkalmas szemikvantitatív mód-
szerrel határoztuk meg a kiválasztott újszülöttek vize-
lethepcidin-szintjét. Szérumprohepcidin-szinteket vizs -
gálatainkkal egy időben mértek újszülöttekben [24], 
arról azonban, hogy vizelethepcidin-szinteket mértek 
volna, még nem jelent meg közlemény.
Tizenhét újszülött esetében határoztuk meg a meg-
születéskor és a postnatalisan vett vizeletben a hep ci-
dinszintet. Méréseink során néhány mintában a vize-
lethepcidin a kimutathatósági határ alatt maradt, ez 
vonatkozik mind a születés utáni első, mind a második 
vizeletminta-csoportra. Az újszülöttek vize lethepcidin-
szintjei számos esetben az egészséges felnőttekben kö-
zölt értékek egészséges referenciatartományának több-
szörösét érték el [25, 26].
A vizelethepcidin-szintek postnatalisan növekedtek 
11/17 gyermeknél [medián, tartomány; megszületés-
kor: 0 (0–5016), postnatalisan: 3647 (0–14359) ng/mg 
kreatinin; p = 0,013; lásd az alábbi ábrát]. A különbség a 
két csoport között szignifi káns volt, a vizelet hep ci din-
szintje növekedett postnatalisan. Az összefüggés a min-
tavétel időpontjára vonatkozó korrekció után is fennáll 
(6. ábra).
A vizelethepcidin-szint összefüggött a szérumvasszint-
tel és a teljes vaskötő kapacitás értékeivel, viszont függet-
len volt a vérképzést jellemző paraméterektől, valamint a 
CRP-, az NPBI-, illetve a szérumprohepcidin-szintektől. 
(Az irodalomban felnőttvizsgálatok is mutattak ki össze-
függést a vizelethepcidin és a vérképzést, valamint a vas-
háztartást jellemző paraméterek között mind egész séges, 
mind betegcsoportokban [7, 27, 28, 29].) A szérum-
prohepcidin- és a vizelethepcidin-szintek mintacsopor-
tunkban egymással nem mutatnak összefüggést. A ko-
rábbi felnőttvizsgálatok sem mutattak ki összefüggést 
a vizelethepcidin, valamint a szérumprohepcidin  kö- 
zött. Ezek alapján feltételezhetjük, hogy a prohepcidin 
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valóban egy prekurzor molekula, amely nem mutat hep-
cidinszerű hatásokat.
A vizelethepcidin-szint emelkedésével újszülöttekben 
csökken a szérumvas, valamint a teljes vaskötő kapacitás 
szintje is. A hepcidin emelkedésével bekövetkező 
szérumvasszint-csökkenés megfelel a hepcidin fi ziológiai 
hatásaival kapcsolatos eddigi eredményeknek, azonban a 
teljes vaskötő kapacitás csökkenését nem magyarázza. Az 
általunk vizsgált csoportban, valamint a korábbi vizsgá-
lati csoportban [12] a szérum teljes vaskötő kapacitása 
nem mutatott szignifi káns változást a születést követő 
néhány napban. Nem volt összefüggés a vizelethepcidin-
szintek és az NPBI megjelenése között sem. Ennek elle-
nére elképzelhető, hogy a hepcidin és a teljes vaskötő 
kapacitás között fennálló szoros összefüggés az újszülöt-
tek születés után hirtelen emelkedő szabadgyök-terhe-
lésével, valamint az ezzel párhuzamosan emelkedő anti-
oxidáns védekezéssel hozható kapcsolatba.
Az egészséges újszülöttek eredményeinek
összegzése
Eredményeink alapján összefoglalásként elmondhatjuk, 
hogy a hepcidinnek szerepe lehet az újszülöttek korai, 
a vasháztartást érintő adaptációjában, mivel a szérumvas 
szintjének hirtelen csökkenésével egyidejűleg a vize let-
hepcidin-szint szignifi káns növekedést mutatott a szüle-
tést követő néhány napban az általunk vizsgált csoport-
ban.
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